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to­nitrate  oxidation,  and  their  co­occurrence with  canonical  β­proteobacterial
ammonia  oxidizing  bacteria  (β­AOB)  in  the  environment,  calls  into  question
the metabolic potential of comammox Nitrospira and  the evolutionary history
of  their  ammonia  oxidation  pathway.  We  report  four  new  comammox
Nitrospira genomes, constituting  two novel species, and  the first comparative
genomic  analysis  on  comammox  Nitrospira.  Unlike  canonical  Nitrospira,
comammox Nitrospira  genomes  lack  genes  for  assimilatory  nitrite  reduction,
suggesting  that  they  have  lost  the  potential  to  use  external  nitrite  nitrogen
sources. By contrast, compared to canonical Nitrospira, comammox Nitrospira











and  lack  cyanate  hydratase  genes.  Additionally,  the  two  comammox  clades
differ  in  their  ammonium  uptake  systems.  Contrary  to  β­AOB,  comammox
Nitrospira  genomes have  single  copies of  the  two central  ammonia oxidation
pathway  operons.  Similar  to  ammonia  oxidizing  archaea  and  some
oligotrophic AOB strains,  they  lack genes  involved  in nitric  oxide  reduction.
Furthermore,  comammox Nitrospira  genomes  encode  genes  that might  allow
efficient  growth  at  low  oxygen  concentrations.  Regarding  the  evolutionary
history  of  comammox  Nitrospira,  our  analyses  indicate  that  several  genes
belonging  to  the  ammonia  oxidation  pathway  could  have  been  laterally
























































































































































































reference CG24_A CG24_B CG24_C CG24_D CG24_E A2_bin
Size (bp) 3,555,106 3,236,455 3,000,613 3,392,746 3,477,523 4,111,999
GC Content 55.7 55.3 56.1 57.8 55.8 55.1
N50 (bp) 137,244 240,795 172,703 66,498 113,824 150,736
Number of




3697 3437 3044 3388 3628 4316
Number of
tRNAs 42 35 44 39 36 42
Completeness
(107 HMM) 95 95 97 97 100 93
Redundancy
(107 HMM) 2.9 2.0 0.0 1.0 0.9 1.0
Completeness
(CheckM) 88 92 92 92 94 88
Redundancy
(CheckM) 5.1 6.9 2.7 2.7 3.2 2.8
Comammox
affiliation clade B clade A clade B No clade B clade A
Nitrospira






























Communality  and  uniqueness  in  the Nitrospira  pangenome  as  derived  from  the
clustering of 16 genomes based on 12,337 protein clusters (PCs). Each radial layer
represents  a  genome,  and  each  bar  in  a  layer  represents  the  occurrence  of  a  PC







as  predicted  from  genome  annotation.  AIO  arsenite  oxidase,  CynS  cyanate
hydratase,  FDH  formate  dehydrogenase,  H2ase  hydrogenase,  MSP  methionine
salvage  pathway,  SOR  sulfite  dehydrogenase,  TrHb2  2/2  hemoglobin  group  2.
Enzyme complexes of the electron transport chain are labeled by Roman numerals.







































































































































































































































































































Relationship  between  average  phylogenetic  distance  of  genomes  and  protein
sequence  divergence  for  housekeeping  proteins  (left)  and  for  ammonia­oxidation
related  proteins  (right)  for  comammox  Nitrospira,  β­AOB  and  γ­AOB  genomes.
Boxplot  are  colored  according  to  the  groups  to  which  the  compared  genomes
belong. The y­axis  shows  the  pairwise  protein  dissimilarity  (fraction  of  differing
amino­acid  sites)  for  a  set of 27 ammonia­oxidation  related proteins while  the x­
axis  shows  the  corresponding  pairwise  dissimilarity  for  a  set  of  14  ribosomal
proteins. Asterisks  (*  and  **)  indicates  non­significant  (P > 0.01)  and  significant























Schematic  of  the  ammonia  oxidation  pathway  genomic  region  as  well  as  other
AOB­related  genomic  features  in  comammox  Nitrospira  clade  A  (Ca.  N.
nitrificans),  clade  B  (GWW3  bin)  and  selected  ammonia­oxidizing  bacteria
(Nitrosospira  multiformis  and  Nitrosomonas  europaea).  Homologous  genes  are
connected  by  lines.  Functions  of  the  encoded  proteins  are  represented  by  color.
Parallel  double  lines  designate  a  break  in  locus  organization  (other  genes  are  in
between  the  genes  of  interest).  Single  line  designates  a  break  probably  due  to































Reconciliation of  functional  gene  trees  (top. AmoA; bottom. HaoA) with  species
tree  for  comammox  Nitrospira,  β­AOB,  and  γ­AOB  genomes.  The  species  tree,
based  on  14  ribosomal  proteins,  is  shown  in  gray  with  the  gene­trees  super­
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